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Resumen general 
Se evaluó los efectos del hidrocarburo fenantreno y los efluentes de una explotación 
petrolera sobre el crecimiento y la concentración de clorofila a en la microalga 
Chlorella vulgaris; de igual manera se evaluó las variables reproductivas Moina sp. 
alimentadas con la microalga C. vulgaris expuestas al hidrocarburo fenantreno. Para 
los efectos del fenantreno sobre la microalga se realizó una exposición de 72 h con 
concentraciones de fenantreno (1, 10, 100, 1000,10000 pg L-1), para el segundo 
ensayo las algas fueron expuestas a diferentes concentraciones del efluente (10, 20, 
40, 60, 80 y 100%) por un periodo de 15 días. Ambos ensayos tuvieron su respectivo 
grupo control. En el primer ensayo, el crecimiento fue evaluado a las 0, 24, 48 y 72 h 
mediante recuento celular, adicionalmente se evaluó el contenido de clorofila a, al 
inicio y al final del experimento. En el segundo ensayo se realizó conteo cada 2 días 
y la clorofila se evaluó al día 1, 7 y 15. El fenantreno mostró una progresiva 
inhibición en el crecimiento de la microalga, directamente proporcional a la 
concentración. Las concentraciones menores (1 y 10 pg L ), mostraron un efecto 
estimulante en el crecimiento celular durante las primeras 24 h de exposición. La 
concentración de clorofila a no se afectó por las diferentes concentraciones de 
hidrocarburo. Los resultados del segundo ensayo mostraron que los tratamientos 10, 
40, 60, 80 y 100% de agua del efluente, presentaron un crecimiento 
significativamente menor que el control (P<0.05) en la fase aguda. Para la fase 
crónica se observó un crecimiento leve en los tratamientos con el 60, 80 y 100 %de 
agua del efluente, siendo significativamente menor que en el control (P<0.05). El 
contenido de clorofila a se afectó negativamente por la exposición a las diferentes 
concentraciones del efluente. 
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Para las variables reproductivas sobre Moina sp. alimentadas con la microalga 
Chlorella vulgaris, expuestas al hidrocarburo policíclico aromático (HPA) fenantreno 
(1, 100 y 10.000 pg L-1), se utilizaron neonatos de edad menor a 24 h, los cuales 
fueron ubicados individualmente en cámaras mulficeldas de 10 mL, se les adicionó 
la microalga expuesta previamente al hidrocarburo como fuente de alimento. Con el 
objetivo de determinar la presencia de huevos y/o embriones, se realizaron 
observaciones cada 12 h por un periodo de 15 d. Como variables de respuesta se 
determinó el periodo de incubación, tiempo de generación, fertilidad juvenil, 
fecundidad, frecuencia reproductiva, número de eventos reproductivos y 
sobrevivencia. Se observó una sobrevivencia de 50 y 60% para el tratamiento donde 
se adicionó microalgas expuestas a 1 pg fenantreno L-1 
 y el solvente control, 
respectivamente. El tratamiento de 100 pg L-1 
 presentó la menor fertilidad (72±7.5 h, 
P< 0.05). Los menores eventos reproductivos y la fecundidad se presentaron en los 
individuos alimentados con las microalgas expuestas a las 3 concentraciones de 
fenantreno (P < 0.05). En general, los resultados de los diferentes ensayos 
mostraron un efecto negativo sobre el comportamiento reproductivo de los 
microorganismos evaluados, expuestos al fenantreno o a los efluentes de la 
explotación petrolera. 
1. Introducción general 
Existe una enorme problemática debido a la gran cantidad de sustancias tóxicas 
presentes en el medio ambiente. Dentro de estas sustancias se encuentran los 
hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA), moléculas formadas por dos o más 
anillos de benceno unidos entre sí (Kennish 1992; Walker et al., 2001). Las 
principales fuentes de los HPA son antropogénicas como efluentes industriales, 
derrame de petróleo o de refinación y combustible fósiles (Albers, 1995 Walker et al 
2001). Los HPA constituyen los componentes tóxicos del petróleo con efectos 
genotóxicos que pueden ser bioacumulados por los organismos acuáticos (Comer et 
al., 1976; Kennish, 1992; Albers ,1995; Manahan, 2001; Pane et al., 2005). Dentro 
de los más comunes HPA se encuentran pireno, naftaleno y fenantreno, siendo este 
último uno de los hidrocarburos más prevalentes en el ambiente (Cook et al., 1983). 
La presencia de estos compuestos puede provocar una serie de alteraciones en los 
organismos acuáticos, como alta mortalidad y cambios en su desarrollo y 
metabolismo. Estas alteraciones pueden desencadenar mortalidad poblacional, 
generando cambios drásticos en la estructura de las comunidades acuáticas 
(Kennish, 1997). Debido a la problemática implícita ocasionada por los HPA se hace 
necesario el estudio de los efectos tóxicos que estas sustancias generan en el 
medio. Dentro de los organismos utilizados en bioensayos de toxicidad se 
encuentran los microorganismos acuáticos; la principal ventaja de emplearlos en 
investigaciones ecotoxicológicas es que permiten demostrar los efectos del tóxico a 
nivel individual y sus consecuencias posteriores sobre niveles superiores de 
organización biológica, población y comunidad (Alayo et al., 2002). 
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Por lo anterior, en esta investigación fueron utilizadas especies ícticas autóctonas 
para monitorear los eventuales efectos nocivos que los vertimientos de la actividad 
petrolera ejercen sobre los cuerpos de agua de uso potencial en acuicultura u otras 
actividades pecuarias. Así mismo, fue estudiado el efecto del fenantreno (HPA), 
sobre la microalga Chlorella vulgaris, de igual manera se evaluó el efecto sobre las 
variables reproductivas de Moina sp. alimentadas con microalgas expuestas a 
fenantreno. 
12 
5 Objetivos 
2.1 Objetivo general 
Evaluar el impacto ecotoxicológico de efluentes de una explotación petrolera y 
fenantreno, usando bioensayos con especies fitoplanctónicas y zooplanctónicas 
autóctonas. 
2.2 Objetivos específicos 
Determinar la toxicidad aguda y subaguda de efluentes de una explotación 
petrolera, sobre la especie fitoplanctónica Chlorella. Vulgaris. 
Determinar la toxicidad aguda y subaguda de fenantreno sobre una especie 
fitoplanctónica C. vulgar-la 
Determinar el efecto bioacumulador de C. vulgaris previamente expuesta a 
fenantreno, usando Moina sp., autóctona de la Orinoquia Colombiana. 
3. Marco teórico 
3.1 Capitulo 1 
Ecotoxicología usando microorganismos como bioindicadores 
Ecotoxicology using microorganisms as bioindicators 
Otero-Paternina AM 
Universidad de los Llanos, Grupo de Investigación sobre Reproducción y Toxicología 
de Organismos Acuáticos GRITOX, Instituto de Acuicultura de la Universidad de los 
Llanos, km 12 vía Puerto López, A.A. 110, Villavicencio, Meta, Colombia 
angelicaoterop@gmail.com  
Resumen 
Las diferentes actividades antropogénicas se incrementan cada día, generando una 
problemática en el ecosistema. Los sistemas acuáticos son receptores de todos los 
desechos producidos por las distintas actividades, por lo que se hace necesario la 
utilización de bioensayos de toxicidad para determinar el impacto que estas 
sustancias generan en el ecosistema. Dentro de los microorganismos más utilizados 
en los bioensayos se encuentran las microalgas, productores primarios de la cadena 
trófica; cualquier alteración con este eslabón puede alterar el buen funcionamiento 
del ecosistema 
Abstract 
Different anthropogenic activities are increasing every day, creating a problem in the 
ecosystem. Aquatic systems are receivers of all waste produced by the different 
activities, thus it is necessary to use bioassays to determine the impact of these 
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substances on the ecosystem. Among the most common organisms in bioassays are 
microalgae as primary producers of the food chain, so any changes to this link may 
affect the proper functioning of the ecosystem. 
Introducción 
Actualmente existe una enorme problemática debida a la gran cantidad de 
sustancias tóxicas presentes en el ambiente. Estas sustancias se derivan de los 
procesos industriales y de la actividad humana, entre otras. La mayoría de de estas 
sustancias tiene un efecto directo sobre diferentes procesos fisiológicos y biológicos 
de la biota, manifestándose algunos de sus efectos negativos en la reducción del 
crecimiento, inhibición de la fotosíntesis, reproducción, variación en el contenido de 
pigmentos fotosintéticos celulares, inhibición de la actividad enzimática y 
degeneración de cloroplastos y mitocondrias, entre otros causando alteraciones a 
nivel poblacional y de comunidades (Gómez-Luna et al., 2004). Debido a esta 
problemática se ha generado un interés por la regulación ambiental, dentro de los 
cuales se han propuesto métodos alternativos para minimizar el uso de animales en 
estudios de toxicidad (Garthoff, 2005). Los bioensayos de toxicidad permiten evaluar 
el grado de afectación que una sustancia tiene sobre un organismo vivo. Dentro de 
estos organismos son utilizados con frecuencia las plantas, invertebrados, peces y 
microorganismo (Tothill y Turner, 1996). Dentro de los microorganismos más 
utilizados en los ensayos se encuentran los productores y consumidores primarios, 
debido a que estos integran los primeros niveles tráficos del ecosistema (Richmond, 
2004). De esta manera, el propósito de la presente revisión es mostrar los 
microorganismos como herramienta esencial para los ensayos en ecotoxicología. 
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Bioensayos de toxicidad 
Las pruebas de toxicidad de tipo agudo o crónico se han desarrollado durante las 
últimas décadas para demostrar los efectos adversos que una sustancia tóxica 
puede tener sobre el sistema biológico, apoyándose con otras herramientas 
complementarias de la ecotoxicología para medir los efectos sobre la biota acuática, 
evaluación de parámetros estructurales y/o funcionales que han sido útiles para 
indicar las relaciones entre exposición y efecto de los tóxicos bajo condiciones 
controladas y reproducibles (Adams,2003). 
Ensayos agudos 
Las pruebas agudas cuantifican las concentraciones letales de un xenobiótico en 
una especie en particular, con el fin de determinar la concentración letal media 
(CL50) que corresponde a la cantidad de un tóxico que causa la muerte al 50 % de 
la población experimental al cabo de un tiempo determinado generalmente en 24, 48 
o 96 h, estas pruebas suelen ser estáticas (Versteeg et aL, 1997; Sarma & Nandini, 
2006). 
Ensayos crónicos 
En los ensayos crónicos se estiman la concentración efectiva media (CE50) o la 
concentración de efectos no observables (NOEC) de determinada sustancia que 
causa al cabo de un tiempo un efecto en la población experimental, según la OECD, 
ASTM, U.S EPA. Sin embargo, el protocolo de la EPA de Estados Unidos incluye 
media geométrica del NOEC y E(I) Cx (E: Efecto, I: Inhibición y C: Concentración) 
que define la inhibición de la reproducción en un porcentaje x (Versteeg et al., 1997). 
Ensayos con Invertebrados 
En general muchos organismos presentan una conformación genética específica, 
que denota una capacidad de sobrevivir únicamente dentro determinados rangos 
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ambientales, sean amplios (euritípicas) o por el contrario rangos ambientales 
estrechos (estenotípicas) (Begon et al., 2006). Por tanto, es importante conocer el 
comportamiento de los organismos ante determinadas condiciones, para detectar 
especies potencialmente indicadoras de una condición específica, permitiendo al 
investigador encontrar especies indicadoras que permitan de forma rápida y ágil 
medir los niveles de contaminación de un ecosistema y sus efectos letales o 
acumulativos sobre la diversidad (Sarma et al., 2006). 
La ecotoxicología se fundamenta en que los organismos vivos son herramientas 
esenciales para la evaluación de la calidad ambiental, puesto que ellos son los que 
están expuestos a los efectos combinados de agentes tóxicos, causados por 
contaminantes naturales o sintéticos a los constituyentes del ecosistema (Wong et 
al., 2009). Sin embargo, en zonas tropicales donde contamos con una amplia 
diversidad de organismos y con propiedades fisiológicas disímiles y más estrechas, 
como consecuencia de cambios diarios que resultan drásticos, es aún más complejo 
establecer las especies indicadoras óptimas como consecuencias del agente 
estresor más deletéreos y las especies más sensitivas (Ramírez, 2005; Roldán & 
Ramírez 2008). 
Para establecer especies potencialmente indicadoras de contaminación, se trabaja 
identificando especies sensibles o adaptadas a condiciones óptimas, y por tanto su 
presencia es indicativa de dicha condiciones; por otro lado al señalar especies de 
zonas contaminadas, podemos establecer la tolerancia a los cambios ambientales. 
Pero resulta muy complejo diferenciar las variables causantes directas de los efectos 
sobre la diversidad, de aquellas que generan alteraciones y nos pueden llevar a 
interpretaciones erradas. Por tanto muchos autores recomiendan que la mejor 
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estrategia sea combinar pruebas de laboratorio y campo (Ramírez 2005; Freitas & 
Rochas, 2011) 
A través de los bioensayos podemos simular condiciones controladas y evaluar 
múltiples aspectos, de tal forma que podamos extrapolar al medio natural el efecto 
del tensor, su magnitud, su estabilidad molecular, su efecto acumulativo y sus 
posibles relaciones de sinergismo y antagonismo con otras variables. Es aquí donde 
resultan las pruebas de toxicidad esenciales para determinar el efecto de diferentes 
concentraciones en el tiempo sobre un grupo de organismos en particular, 
permitiendo establecer acertadamente modelos matemáticos y estadísticos, así se 
logra evaluar la relación del tiempo de exposición y la respuesta con la estimación 
del tiempo efectivo o tiempo letal y finalmente la se tienen las pruebas toxicidad 
crónica que involucra pruebas a mediano y largo plazo, donde se estudian efectos 
subletales como conductas migratorias, tasa de alimentación y filtración, crecimiento 
somático, alteraciones reproductivas, desarrollo embrionario, crecimiento, 
bioacumulación y bioquímica entre otras (Sarma & Nandini, 2006). Este último grupo 
de ensayos son quizás los de mayor interés, ya que buscan evaluar efectos a 
mediano y largo plazo y diagnosticar fenómenos como la bioacumulación y sus 
efectos sobre las cadenas alimenticias. 
La bioacumulación se estudia usando bioensayos donde se someten organismos a 
concentraciones subletales durante un determinado tiempo y luego se evidencia la 
concentración del toxico acumulada o los efectos sobre variables biológicas, con el 
fin de establecer el efecto de la biomagnificación sobre la cadena alimenticia. 
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Ensayos ecotoxicológicos con microorganismos 
Ensayos con microalgas 
Las microalgas son microorganismos eucariotas unicelulares muy abundantes en 
medio ambientes naturales y adaptados a un amplio rango de hábitats incluyendo 
agua dulce y salada, efluentes industriales y domésticos, marismas y humedales 
artificiales. Son productores primarios y por tanto forman parte de un nivel tráfico 
esencial. Alteraciones de la composición de las especies de la comunidad 
fitoplanctónica como resultado de un impacto tóxico puede alterar la estructura y 
funcionamiento de un ecosistema (Kennish, 1997). 
Estos microorganismos juegan un papel importante como organismos modelo en 
biología molecular, genética, bioquímica, biología celular y biología del desarrollo 
debido a sus simples requerimientos para crecer, tasas de crecimiento rápido y 
sincronización en el ciclo celular. Por estos mismos motivos se utilizan en acuicultura 
para alimentación de larvas, rotíferos, cladóceros, copépodos, entre otros, en 
agricultura para mejorar la textura de los suelos, en aplicaciones biotecnológicas 
como producción de químicos o nutrientes o en el tratamiento de aguas residuales y 
como organismos test para monitorear la calidad del agua (Richmond, 2004). 
Las microalgas se encuentran entre los organismos más utilizados para evaluar la 
toxicidad de los diversos agentes químicos que son liberados al medio. Esto es 
debido a que tienen un ciclo de vida corto y no se requieren grandes volúmenes de 
cultivo. El principio fundamental sobre el que se basan todas las pruebas de 
toxicidad microalgales es el reconocimiento de que la respuesta de los organismos 
vivos a la presencia (exposición) de agentes tóxicos depende de la dosis del mismo. 
Las pruebas de toxicidad aguda evalúan la relación respuesta-concentración para la 
19 
supervivencia, siendo la concentración efectiva media (CE50) o concentración letal 
(CL) los valores calculados más a menudo usando como variable de respuesta el 
crecimiento o densidad algal; mientras que los estudios crónicos evalúan efectos 
subletales a través del crecimiento o efectos bioquímicos (actividad fotosintética) y 
están diseñados para calcular la concentración que no produce efectos adversos, 
siendo la mayoría de los estudios de toxicidad crónica basados en el efecto del 
tóxico en el crecimiento algal. Al comparar 4 tipos de pruebas de toxicidad crónica 
usando microalgas (Pseudokirchneriella subcapitata), bacterias (Microtox) e 
invertebrados (Brachionus calyciflorus y Daphnia), la evaluación del crecimiento 
microalgal resultó ser el tipo de test o prueba más sensible (Radix et al., 2000). 
Ensayos con zooplancton 
Los bioensayos de evaluación ecotoxicológicos deben tener como criterios 
fundamentales que los organismos sean ecológicamente relevantes para el 
ambiente a investigar, que sean sensibles al tóxico, fácilmente cultivados en 
laboratorio, facilidad en clasificarlos taxonómicamente, un ciclo reproductivo corto y 
finalmente que potencialmente se puedan desarrollar como biomarcadores (Wu et 
al., 2007). 
Dentro de los grupos de organismos ampliamente utilizados en bioensayos se 
encuentran los cladóceros, por tratarse de un grupo taxonómico estable, tamaño 
pequeño, de fácil reproducción (reproducción partenogenética), amplia distribución, 
disponibilidad de técnicas de cultivos, tamaños considerable, densidades altas, tasa 
rápidas de crecimiento y sensible a la gran mayoría de sustancias tóxicas. Esto ha 
estimulado que sea ampliamente usado para evaluar el impacto de diferentes 
sustancias toxicas, lo que ha conllevado a que los cladóceros se usen en los 
bioensayos (Sarma & Nandini, 2006). Según la información existente, se calcula que 
20 
el 70% de la información toxicológica se ha trabajado con cladóceros, mientras que 
el grupo de los copépodos ha sido relegado a razón de tener una reproducción 
sexual y estados larvales, lo que genera cambios en el tamaño y la morfología de los 
organismos afectando y variando la respuesta de los individuos a un determinado 
toxico, dando mejores resultados estos trabajos usando cladóceros (Wong et aL, 
2009). 
Dentro de las múltiples características de los cladóceros se puede destacar que 
presentan un ciclo de vida partenogenéfico, permitiendo obtener individuos 
genéticamente idénticos (clones) que minimizan los errores analíticos causados por 
la variación genética en las pruebas de toxicología, y entre otras cosas permite que 
sean fácilmente reproducidos en el laboratorio (VVu et aL, 2007; Freitas & Rocha, 
2011). 
Dentro de las especies de cladóceros más estudiadas se encuentran Daphnia 
magna, D. pu/ex, Moina macrocopa, M. micrura y Ceriodaphania dubia, entre otras 
(Sarma & Nandini, 2006; Wong et al., 2009). Aunque la mayoría de los trabajos 
ecotoxicológicos se centran en especies de cladóceros de hábitos herbívoros como 
Daphnia y se restringe el uso de organismos predadores y filtradores (Sarma & 
Nandini 2006; Wong et al., 2009). 
La mayoría de los trabajos han buscado evaluar el efecto de metales pesados, 
pesticidas y toxinas naturales. Los alcances de estos trabajos se han centrado en la 
concentración media letal durante periodos cortos de tiempo de 24 y 48 horas 
(Sarma & Nandini, 2006). Dentro de los múltiples trabajos con cladóceros se ha 
demostrado que es un grupo más sensible que los copépodos a concentraciones 
elevadas de trazas de metales comunes de productos industriales como Cd y Cu; sin 
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embargó, ambos grupos presentan una mismo comportamiento con el Pb, Ni y Zn 
(Wong et aL, 2009). Igualmente los cladóceros aparecen como el grupo de 
organismos más sensible incluso que otras categorías taxonómicas como moluscos, 
celenterados, anfípodos e insectos (Freitas & Rocha, 2011). Actualmente se están 
considerando otros grupos como los rotíferos a ser modelos eficientes en ensayos 
ecotoxicológicos por tener un pequeño tamaño, un nivel de organización más 
sencillo, genéticamente homocigotos, fáciles de cultivar, amplia distribución e 
importancia ecológica en sistemas acuáticos de agua dulce, estuarios y costas 
marinas, pero su principal características es que juega un papel muy importante en 
el transporte de agentes contaminantes a través de la cadenas alimenticias (Luna-
Andrade et al., 2002; Hans-U et al., 2011). 
Ecotoxicología con especies nativas 
Los ambientes tropicales se caracterizan por albergar una gran diversidad en 
ambientes tan complejos y heterogéneos que dan lugar a la formación de 
microhábitats y ensambles de organismos que forman parte de una red trófica 
compleja (Wetzel, 2001; Roldán & Ramírez, 2008). Por tanto, es muy complejo en 
los sistemas tropicales las evaluaciones toxicológicas al momento de seleccionar 
especies indicadoras si comprendemos la alta diversidad que albergan estos 
sistemas, por lo que es muy sesgado usar especies de organismos de regiones 
templadas por varias razones como el riesgo ecológico que se puede generar al 
momento de trabajar con especies exóticas (Freitas & Rocha, 2011). 
Comparativamente la mayoría de los organismos acuáticos del trópico tienen un 
tamaña reducido comparado con los organismos de las zonas templadas (Roldán & 
Ramírez, 2008), luego este tamaño puede influir la respuesta a razón de una mayor 
bioacumulación de tóxicos en el cuerpo, esto podría ser explicado por la relación 
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entre el área superficial y el volumen en organismos pequeños, donde es mayor 
comparativamente que organismos de mayor tamaño, y además se debe agregar 
que los organismos de menor tamaño tienen una tasa metabólica más alta, 
especialmente en estados iniciales (Vesela & Vijverberg, 2007; Freitas & Rocha, 
2011). Por lo anterior el uso de microorganismos en bioensayos de toxicidad genera 
un interés debido a que si existe un efecto adverso ante cualquier sustancia esta se 
reflejara en los productores primarios lo que se traduciría en alteraciones dentro de 
la cadena trófica. 
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Resumen 
Se evaluaron los efectos del hidrocarburo fenantreno y efluentes de una explotación 
petrolera sobre el crecimiento y la concentración de clorofila a en la microalga 
Chlorella vulgaris bajo condiciones controladas de laboratorio (24h luz y temperatura 
de 18 ± 1°C). Un primer ensayo de 72 h de duración comprendió la exposición a 
diferentes concentraciones nominales de fenantreno (1, 10, 100, 1000,10000 pg L-1). 
El segundo ensayo tuvo una duración de 15 días, en el cual las algas fueron 
expuestas a diferentes concentraciones del efluente (10, 20, 40, 60, 80 y 100%). 
Ambos ensayos tuvieron su respectivo grupo control. Para el primer ensayo el 
crecimiento fue evaluado a las 0, 24, 48 y 72 h mediante recuento celular, 
adicionalmente, se evaluó el contenido de clorofila a, al principio y al final del 
experimento. En el segundo ensayo se realizó conteo cada 2 días y la clorofila se 
evaluó al día 1, 7 y 15. El fenantreno mostró una progresiva inhibición en el 
crecimiento de la microalga, directamente proporcional a la concentración. Las 
concentraciones menores (1y 10 pg L), mostraron un efecto estimulante en el 
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crecimiento celular durante las primeras 24 h de exposición; sin embargo, a partir de 
las 48 h el tratamiento control creció rápidamente comparado con los demás 
tratamientos.La concentración de clorofila a no se afectó por las diferentes 
concentraciones de hidrocarburo. Las concentraciones efectivas para este ensayo 
fueron: CE20 (1682 mg L-1) y CE50 (10.099 mg L-1). Los resultados del segundo 
ensayo mostraron que los tratamientos 10, 40, 60, 80 y 100% de agua del efluente, 
presentaron un significativo menor crecimiento cuando fue comparado con el control 
(P<0.05) en la fase aguda. Para la fase crónica se observó un crecimiento mínimo 
en los tratamientos con el 60, 80 y 100% de agua del efluente, siendo este 
crecimiento significativamente menor con respecto al control (P<0.05). El contenido 
de clorofila a se afectó negativamente por la exposición a las diferentes 
concentraciones del efluente. 
El crecimiento y el contenido de clorofila a de la microalga C. vulgaris evidencian la 
sensibilidad a efluentes de petróleo y sus derivados, permitiendo inferir que esta 
microalga posee potencial para ensayos ecotoxicológicos en la región de la 
Orinoq u la Colombiana. 
Palabras Claves: Chlorella vulgaris, clorofila a, efluente, fenantreno 
Abstract 
To assess the effects of both hydrocarbon phenanthrene and affluents on growth and 
chlorophyll a concentration in the microalga Chlorella vulgaris, experiments under 
controlled laboratory conditions (24h light and temperature of 18 ± 1 ° C) were made. 
The first trial included an exposure time of 72 h to different nominal concentrations of 
phenanthrene (1, 10, 100, 1000, 10000 pg L-1). In the second assay the algae were 
exposed to different concentrations of the effluent (10, 20, 40, 60, 80 and 100%) with 
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duration of 15 days. Both trials had their own respective control group. Growth was 
evaluated in the first trial at 0, 24, 48 and 72 h by cell count, additionally the content 
of chlorophyll a was evaluated at the beginning and at the end of the experiment. In 
the second trial, the cell count was made every 2 days and chlorophyll was assessed 
at day 1, 7 and 15. Phenanthrene showed a progressive inhibition in the microalgae 
growth, proportional directly to the concentration. Lower concentrations (1 and 10 pg 
L-1) showed a stimulating effect on cell growth during the first 24 h of exposure, 
however after 48 h the control treatment grew rapidly compared to other treatment 
concentration. The concentration of chlorophyll a was not affected by the different 
concentrations of hydrocarbon. The effective concentrations for this study were: EC20 
(1682 pg L-1) and EC50 (10099 pg L-1). The results of the second test during the acute 
phase showed that the treatments 10, 40, 60, 80 and 100% of effluent water fiad a 
significantly fess growth when compared with control (P <0.05). During the chronic 
phase, a minimal growth was observed in treatments with 60, 80 and 100% of 
effluent water, being significantly lower than the control (P <0.05). The chlorophyll a 
content was affected negatively by the exposure to different concentrations of 
effluent. Growth and chlorophyll content of the microalga C. vulgaris show sensitivity 
to the effluents from an oil company and its derivatives, suggesfing that this 
microalga has potential for ecotoxicological studies in the Colombian Orinoquia. 
Key words: Chlorella vulgaris, chlorophyll a, effluent, phenantrene. 
Introducción 
Los Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos (HPA) se encuentran en el medio 
ambiente como mezclas complejas de sustancias químicas diferentes con un 
número de anillos aromáticos que van de 2 a un máximo de 10 (Hylland, 2006). Los 
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HPA son considerados tóxicos para los organismos y se han descrito como 
mutagénicos, teratogénicos y carcinógenos (Lehr y Jerina, 1977; Gelboin, 1980). Las 
principales fuentes de contaminación de los HPA en el medio ambiente incluyen la 
destilación de la madera, el funcionamiento de las obras de gas, refinerías de 
petróleo, el escurrimiento de pavimentos asfálticos, emisiones vehiculares, derrames 
de petróleo, combustión incompleta de combustibles fósiles y materia orgánica 
(Canet et al., 2001; Tang et aL, 2005). El fenantreno es uno de los hidrocarburos 
más frecuentes en el medio ambiente (Edwards, 1983; Cook et al., 1983; Shimada 
et al, 2004), se compone de un 54% del total de los hidrocarburos aromáticos en la 
fracción aromática de las partículas de escape de diesel, que son entre los 
principales contaminantes atmosféricos (Shimada et aL, 2004). De ig,ual manera se 
encuentra en los ambientes acuáticos y se han identificados en aguas superficiales, 
residuales y sedimentos (Cook et aL, 1983). 
La toxicidad y la letalidad de los HPA se han determinado para las especies de 
organismos terrestres y para una gran variedad de organismos acuáticos como los 
copépodos, anfípodos y otros organismos zooplanctónicos, macroalgas, microalgas, 
gusanos de arena, cangrejos, camarones y algunas especies de peces como el 
salmón (O. mykiss) o pez pequeño Salema (Sarpa salpa), entre otras (Kennish, 
1997; Weber-Scanell et al., 2005). 
Uno de los factores que sustentan el uso de las algas en los bioensayos es su 
hábitat en los ecosistemas acuáticos. Si estos microorganismos se ven afectados 
por una sustancia tóxica, el ecosistema circundante percibe la falta de una fuente de 
alimento ya sea de manera directa o indirecta, (Wang and Zheng, 2008). Aunque la 
toxicidad de los HPA en el fitoplancton ha sido estudiada (Djomo et a/., 2004; Grote 
et aL, 2005), el grado de letalidad de los HPA sobre el fitoplancton se ha cuantificado 
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solamente en unas pocas especies, Nitzschia palea, Diatomeas de agua dulce y 
Selenastrum capricomutum, esta última más sensibles entre las algas verdes 
unicelulares y por tanto un buen bioindicador a la exposición de hidrocarburos 
(Millermann et al., 1984). De igual modo, el alga verde Scenedesmus sp. ha sido 
utilizada como bioindicador para valorar el efecto del petróleo, encontrándose que 
éste provoca una disminución en la concentración de clorofila a, materia seca y el 
número de células (Gómez-Luna et al., 2004). Por otra parte, Chlorella vulgaris ha 
sido establecida como el alga ideal para realizar test de inhibición del crecimiento 
según las normas de la OECD (1984). 
C. vulgaris es una alga verde unicelular, frecuentemente utilizada como bioindicador 
debido a su gran sensibilidad a los tóxicos (Ma et al., 2004) y su facilidad a ser 
cultivadas en laboratorio, siendo estas pruebas de toxicidad relativamente 
económicas de desarrollar. Así mismo, C. vulgaris es muy sensible a los cambios en 
su entorno, presenta un ciclo de vida corto facilitando la evaluación de los efectos 
tóxicos sobre varias generaciones. 
En Colombia el uso de algas en ensayos de toxicidad es incipiente, y por lo tanto es 
necesario, la estandarización de procedimientos de bioensayos utilizando C. vulgaris 
como organismo de prueba (Correa et al., 2003). Por lo anterior, el objetivo de este 
estudio fue evaluar el impacto ecotoxicológico de efluentes de una explotación 
petrolera y fenantreno sobre el crecimiento de la microalga C. vulgaris bajo 
condiciones de laboratorio. 
Materiales y métodos 
Localización y descripción del área de estudio 
La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Producción de Alimento Vivo 
del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, localizado a 12 km de la 
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ciudad de Villavicencio. El clima se caracteriza por una altura promedio de 420 
m.s.n.m, temperatura de 25 °C, precipitación pluvial anual de 4050 mm y humedad 
relativa del 75%. 
Ensayo preliminar 
Teniendo en cuenta las características lipofílicas del Fenantreno (98% pureza, 
Sigma-Aldrich, Alemania), se realizó un ensayo evaluando el uso de dos solventes: 
Dimetil Sulfóxido (DMSO v/v Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y Acetona 
(Merck, Alemania). Para este fin se utilizaron concentraciones de solubilidad para 
ambos solventes de 0,05% a 1%, durante un periodo de 24 h, obteniéndose el mejor 
resultado de solubilidad con Acetona al 0,05% y así minimizar los posibles efectos 
tóxicos del solvente. 
Cultivo de Chlorella vulgaris 
La cepa de microalga C. vulgaris fue obtenida del Laboratorio de Alimento Vivo del 
Grupo GRITOX, de la Universidad de los Llanos. El stock del cultivo se realizó en 
recipientes de vidrio con capacidad de 3 L previamente esterilizados en autoclave 
("Tuttnauer0" 2540 MK, Holanda) durante 45 mm n a una temperatura de 121 °C. El 
medio de cultivo usado fue un fertilizante inorgánico de complejo NPK (REMITAIS 
m — 17-6-18) a razón de 1 g 1-1. Las microalgas se mantuvieron bajo condiciones 
controladas de laboratorio con 24 horas luz, temperatura de 18 ± 1°C y aireación 
constante, el tiempo de cultivo se mantuvo hasta que alcanzaron la fase 
exponencial 
Algas expuestas al Hidrocarburo Fenantreno 
Los ensayos se llevaron a cabo en recipientes de vidrio de 0,4 L previamente 
esterilizados en autoclave ("Tuttnauere" 2540 MK, Holanda) durante 45 mm n a una 
temperatura de 121 °C. Las condiciones de cultivo se mantuvieron similares a lo 
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anteriormente expuesta Las microalgas de C. vulgaris fueron expuestas a las 
siguientes concentraciones de Fenantreno (98%, Sigma Aldrich): 1, 10, 100,1.000 y 
10.000 pg LA, incluyendo un tratamiento control con acetona no expuesto a 
fenantreno. Se realizaron dos ensayos y cada tratamiento con 5 réplicas (n = 10). En 
cada unidad experimental se inoculó una concentración algal de 20 x 104 cel rnfl. El 
tiempo de exposición fue de 72 h, determinándose diariamente la densidad algal 
mediante recuento en cámara de Neubauer. De igual modo, se determinaron la tasa 
promedio de crecimiento, biomasa total y el porcentaje de inhibición de la biomasa 
según los criterios establecidos por la OECD (2006) que serán descritas a 
continuación. 
Ensayos de toxicidad en Chlorella vulgaris expuesto a efluentes 
Para evaluar el efecto del efluente sobre el crecimiento algal, se realizaron durante 
la época de aguas bajas y altas muestreos en el vertimiento de la planta Chichimene 
sobre el río Acacias en el departamento del Meta, Colombia, cuyas coordenadas son 
las siguientes ( 030 
 57' 23.2" N y 730 
 40' 18.15" WO) (figura 1). Para este fin se 
tomaron muestras de los cuerpos de agua antes del vertimiento (500 m) y en el sitio 
del vertimiento generado por la planta, evaluando 8 tratamientos los cuales de 
describen en la Tabla 1. Para las diluciones de los tratamientos 3 al 7 (T3 a T7) se 
empleó agua destilada. Estas concentraciones fueron distribuidas en recipientes de 
vidrio de 3 L, con 5 réplicas cada uno. Las algas se adicionaron a los recipientes a 
una concentración de 3x105 algas MI1 
 Las condiciones de cultivo se mantuvieron 
sin modificaciones respecto a los ensayos realizados previamente con el fenantreno. 
Tabla 1.Diferentes porcentajes del efluente utilizados en los ensayos de toxicidad 
para evaluar efluentes de una planta petrolera. 
Tratamientos Agua destilada (%) Agua del Agua antes del 
\ lides del 
 
Despun del Verlholeelo 
Vertkaleolo 
 
vertimiento (%) vertimiento (%) 
1 
2 
Control 
100 
3 90 10 
4 80 20 
5 60 40 
6 40 60 
7 20 80 
8 100 
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ni 
Río Aradas 
Figura 1. Localización geográfica del vertimiento de la planta Chichimene sobre el 
río Acacias en el departamento del Meta- Colombia. 
El tiempo de exposición de las algas a diferentes concentraciones del efluente fue de 
72 h para la fase aguda y de 15 días para la fase crónica. Cada dos días se 
determinó la concentración algal en cada recipiente por medio de conteo en cámara 
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de Neubauer y clorofila a. Se determinaron de igual modo la tasa promedio de 
crecimiento, biomasa total y el porcentaje de inhibición de la biomasa según los 
criterios establecidos por la OECD (2006) que serán descritas a continuación. 
Variables evaluadas en los bioensayos 
Densidad algal 
La densidad algal fue determinada mediante recuento en cámara de Neubauer 
(Brightline "Boeco0") bajo un microscopio óptico ("Nikon®" Eclipse E200, 40X). Para 
cada réplica el conteo se realizó por duplicada Para disminuir el error del método se 
calculó el promedio de los recuentos y se utilizó la siguiente fórmula (Sipaúba — 
Tavares et al., 2003): 
Conteo algal = No de células contadas 
10 x 4 x10-6 
Contenido de Clorofila a 
Por cada réplica, 50 MI del medio con las microalgas fue filtrado y posteriormente el 
filtro fue transferido a tubos de ensayo protegidos de la luz, en cuyo interior se 
habían adicionado previamente10 MI de Acetona al 90%. Posteriormente, el filtro fue 
macerado y las muestras mantenidas bajo refrigeración en una nevera convencional 
a una temperatura de 4 ° C por 24 h. Transcurrido este tiempo la absorbancia del 
sobrenadante fue determinada a 665, 645 y 630 nm de longitud de onda 
(Espectrofotómetro, 6405 UVNIS de Jenway, Reino Unido).Finalmente, con los 
datos de absorbancia se determinó el contenido de clorofila a usando la fórmula por 
Strickland y Parsons (1972): 
C = (11.6 x A-665) — (1.31 x A-645) — (0.14 x A-630) 
Cálculo de clorofila a (mg/m3 o pg/L) 
Cla = CN x 10/L x 5/10 
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Donde, 
Cla: clorofila a 
C: fórmula de Strickland y Parsons 
V: volumen de la muestra de agua filtrada (0,05 L) 
L: longitud de la boca de la cubeta (1 cm) 
S: volumen de la acetona (0.01 L) 
La tasa promedio de crecimiento diario 
Es el incremento logarítmico de la biomasa durante la duración del ensayo, para lo 
cual se emplea la siguiente fórmula: 
LnX f — LnX i 
(día-1) 
t f —t 
Donde: 
pi_i=promedio de tasa de crecimiento especifico desde el tiempo i a j 
X i = es la biomasa al tiempo i 
Xf = es la biomasa al tiempo f 
El porcentaje de inhibición de tasa de crecimiento 
Se calculó teniendo en cuenta la tasa especifica de crecimiento así: 
PC PT  100 
it C 
%I T = porcentaje de inhibición del promedio de la tasa especifica de crecimiento 
p = promedio de la tasa especifica de crecimiento (p) en el grupo control 
T = promedio de la tasa especifica de crecimiento en el tratamiento. 
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La biomasa total 
Se calculó teniendo en cuenta la biomasa al final tanto del grupo control como de los 
tratamientos menos la biomasa inicial de cada uno en el ensayo. 
B T =B f —B 1E1 
Porcentaje de inhibición de la biomasa %ly 
Fue calculado teniendo en cuenta la biomasa húmeda total, así: 
%I y=
17 C -1/ 
 7'  X100 
c 
Y c = valor medio de la biomasa en el grupo control 
Y T= valor medio de la biomasa en el tratamiento 
El porcentaje de inhibición algal fue usado para calcular la concentración efectiva 50 
(cE50) y 20 (Ec20)- 
Determinación de Hidrocarburos, Fenoles, Aceites y Grasas 
Se tomaron muestras de agua, antes del vertimiento, en el vertimiento y después del 
vertimiento para determinar la concentración de Hidrocarburos, Fenoles, Aceites y 
Grasas. Para fenoles se tomaron 500 MI de agua en los diferentes puntos de 
muestreo y se preservaron con ácido sulfúrico (H2PO4,Ph 2.0) para posterior 
determinación con el método Espectrofotométrico/SM 5530 C.Las muestras para el 
análisis de hidrocarburos se envasaron en recipientes de vidrio ámbar de 500 MI y 
se determinaron por medio del método de Extracción Líquido-Líquido/SM 5520 F-
G.Para grasas y aceites el volumen de las muestras fue de 500 MI envasados en 
recipientes de vidrio transparente y posteriormente determinadas por medio del 
método Extracción Líquido-Líquido/ Gravimétrico/SM 5520 C. 
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Para la cuantificación, las muestras de agua fueron transferidas al Laboratorio 
Químico de Consultas Industriales de la Universidad Industrial de Santander, 
Bucaramanga, Colombia. 
Análisis Estadístico 
Se empleó un diseño de clasificación experimental completamente aleatorizado 
efecto fijo balanceado. Como variable de respuesta se evaluaron la densidad algal, 
clorofila a, tasa promedio de crecimiento diario, porcentaje de inhibición de tasa de 
crecimiento, biomasa total y porcentaje de inhibición de la biomasa. Se realizó una 
estadística descriptiva expresándolos datos como media ± error estándar (SEM).La 
homogeneidad de varianza y la normalidad de los datos fue analizada por medio del 
test de Bartlett y el test de Kolmogorov- Smirnov, respectivamente. Debido a que los 
datos no cumplieron con los anteriores supuestos, se procedió a transformar los 
datos en raíz cuadrada, arrojando resultados satisfactorios para posterior estadística 
paramétrica. Para evaluar la interacción de cada factor y el efecto de cada 
tratamiento sobre las variables de densidad y clorofila a, se empleó una análisis de 
varianza de una vía (ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni. El P< 0.05 fue 
utilizado para determinar diferencias estadísticamente significativas. La CE fue 
calculada con el método de probit. Los datos fueron analizados con el software SAS 
versión 8.02 para Windows (1999-2001 por SAS lnstitute Inc, Cary, NC. USA). 
Resultados 
Microalgas expuestas a fenantreno 
Tasa de crecimiento de C. vulgaris expuesta a Fenantreno 
La Figura 2 ilustra los resultados de la tasa de crecimiento de C. vulgaris expuesta a 
Fenantreno, el cual provocó una progresiva inhibición del crecimiento proporcional a 
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la concentración, siendo la mayor concentración de fenantreno la que menor 
crecimiento celular presentó. Las concentraciones menores (1y 10 pg Lj, mostraron 
un efecto estimulante en el crecimiento celular durante las primeras 24 h de 
exposición; sin embargo, a partir de las 48 h el tratamiento control creció 
rápidamente comparado con los demás tratamientos. 
0 5- 
0 4 
O O i  
24 48 Tiempo (horas) 72 
-A- Control 1 pg L-1 "a- 10 pg L-1 
411. 100 pg L-1 1000 pg L-1 10000 pg L-1  
Figura 2.Curva de la tasa de crecimiento de la microalga C. vulgaris, expuesta a 
diferentes concentraciones de Fenantreno bajo condiciones de laboratorio durante 
72 h. 
Densidad algal de C. vulgaris expuesta a Fenantreno 
En la Figura 3 se muestra el efecto del Fenantreno sobre la densidad celular a lo 
largo de las 72 h de exposición. Durante los tres tiempos de muestreo, todas las 
concentraciones de fenantreno tuvieron una densidad celular significativamente 
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menor que el grupo control (P<0.05). EL tratamiento control presentó las mayores 
densidades con valores de 3.7 x 105 ± 7905, 5.1x 105 ± 15000 y 7.4 x 105± 15000 
cel/ml a las 24, 48 y 72 h de exposición, respectivamente, seguido dolos 
tratamientos1 y 10 pg LA con valores oscilando entre los 2.7 y 6.1 x 105 col mil; sin 
embargo, el tratamiento de 10 pg 1..-1 
 fue estadísticamente similar a las 
concentraciones superiores (P>0.05). Por otro lado, la concentración de 10.000 pg 
I, fue el tratamiento que presentó el menor crecimiento durante el ensayo con 
densidades de: 2.2 x 105± 17905; 2.6 x 105 ± 6123 y 3.4 x 105 ±6123 cel ml4 a las 
24, 48 y 72 h de exposición, respectivamente (P<0.05), siendo drástica la 
disminución a las 48 y 72 h de exposición. 
Figura 3.Densidad celular de C. vulgatis expuestas a diferentes concentraciones de 
Fenantreno. Los valores son expresados como media ± error estándar (SEM). 
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a, b, e, d, e Para cada tiempo de exposición, barras con letras distintas son 
significativamente diferentes (P<0.05). 
Concentración de clorofila a en microalgas C. vulgaris expuestas a Fenantreno 
La concentración de clorofila a, no se afectó por las diferentes concentraciones de 
fenantreno (Figura 4). Los valores de mayor y menor contenido de clorofila a se 
presentaron en las concentraciones de 1 pg L-1 
 y 1000 pg L-1 
 con valores promedios 
de 1.045 ± 0.137 pg L-1 
 y 0.739 ± 0.149 pg L-1, respectivamente, sin embargo, no se 
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (P>0.05) 
(Figura 4) 
Tiempo (horas) 
C Control 
" 1 pg 1:1 1° 10 pg L-1  
123 100 pg1:1 112 1000 pg L-1 0-10 10000 pg L-1  
Figura 4. Determinación de clorofila a en C. vulgaris expuestas a Fenantreno. Los 
valores son expresados como media ± error estándar (SEM). No fueron observadas 
diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05). 
Variables de crecimiento evaluadas en microalgas expuesta a Fenantreno 
Los resultados de crecimiento e inhibición algal en microalgas expuestas a 
fenantreno son mostradas en la Tabla 2. La concentración de 10000 pg L
-1  afectó 
drásticamente el crecimiento alga!, con un porcentaje de inhibición del crecimiento 
del 59%. Las tasas de crecimiento diario se mantuvieron relativamente constantes 
entre los demás tratamientos, aunque la concentración mayor presentó una tasa 
muy inferior a los demás tratamientos. El porcentaje de inhibición se incrementó de 
manera proporcional a la concentración de fenantreno. 
Tabla 2.Tasa promedio de crecimiento diario (TPCD); porcentaje de inhibición de 
tasa de crecimiento (%ITC) Biomasa total (BT); Porcentaje de inhibición de la 
biomasa (%ly) en Chlorella vulgaris expuesta a diferentes concentraciones de 
fenantreno. 
Tratamientos 
(pg L-1) TPCD %ITC BT 
10000 0.04 59.4 0.03 72.4 
1000 0.12 24.0 0.08 21.7 
100 0.13 19.9 0.10 9.0 
10 0.10 14.7 0.10 4.6 
1 0.11 9.1 0.12 -5.8 
Los resultados de las concentraciones efectivas para este ensayo fueron CE20 de 
1682 pg 1-1 
 y la CE50 de 10.099 pg 
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Microalgas expuestas a diferentes concentraciones de efluente de una 
explotación petrolera 
Curva de crecimiento de C. vulgaris expuesta a efluentes de una explotación 
petrolera (fase aguda y crónica) 
En la Figura 5 se observa el crecimiento de las algas que fueron expuestas por un 
período de 72 h a diferentes concentraciones del efluente (fase aguda). Se observó 
que los tratamientos de 10, 40, 60, 80 y 100% de agua del efluente, presentaron un 
significativo menor crecimiento cuando comparado con el control (P<0.05). Los 
tratamientos con el 40, 80 y 100% de efluente presentaron una menor densidad algal 
cuando comparado con el agua antes del vertimiento (P<0.05). 
Figura 5.Crecimiento de C. vulgaris expuestas durante 72 h a diferentes porcentajes 
de agua del efluente de una explotación petrolera. A.A.V Agua antes del vertimiento. 
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Los valores son expresados como media ± error estándar (SEM). Entre barras, 
valores con letras distintas son significativamente diferentes (P<0.05) 
Para la fase crónica se observó un crecimiento mínimo en los tratamientos con el 60, 
80 y 100 %de agua del efluente, siendo este crecimiento significativamente menor 
con respecto al control (Figura 5, P<0.05). En el día 11 de ensayo, el tratamiento con 
100% agua del efluente, presentó un descenso significativo en el crecimiento de las 
algas, como se muestra en la figura 6. 
Figura 6. Crecimiento de C. vulgaris expuestas crónicamente a diferentes 
porcentajes de agua del efluente de una explotación petrolera. 
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Determinación de clorofila a en microalgas C. vulgaris expuestas a efluentes 
de una explotación petrolera. 
La Figura 7 muestra el contenido de clorofila a durante diferentes tiempos de de 
exposición a diferentes concentraciones de efluentes. A los 3 días de exposición, el 
valor máximo se presentó en el tratamiento de antes del efluente con un promedio 
de 0.96± 0.082 pg L-1 
 cuando comparado con el control agua destilada (P<0.05). En 
los tratamientos donde las microalgas fueron expuestas a las diferentes 
concentraciones del efluente no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) 
con respecto al control. Los tratamientos 10, 40, 60, 80 y 100% presentaron una 
menor concentración de clorofila a que el tratamiento antes del efluente (P<0.05). 
Para el día 7, el contenido de clorofila en todos los tratamientos no presentó 
diferencias (P>0.05) con respecto al control, mostrando una tendencia a la 
disminución de la clorofila a con el aumento de las concentraciones del efluente. Sin 
embargo, se observaron diferencias significativas para los tratamientos 40, 60, 80 y 
100% cuando comparados con el tratamiento antes del efluente (P <0.05). 
Para el día 15, los valores de clorofila a oscilaron entre 3.017 ± 0.035 y 0.836± 0.200 
pg L-1, siendo estos valores correspondientes a los tratamientos antes del 
vertimiento y 10% efluente, respectivamente. Se presentaron diferencias 
significativas (P < 0.05) en los tratamientos 10 y 20% de efluente cuando 
comparados con el control. 
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Figura 7. Concentración de clorofila a en C. vulgaris expuestas a diferentes 
concentraciones de agua del efluente de una explotación petrolera, hasta el día 3 la 
fase es aguda y crónica hasta el día 15. Los valores son expresados como media ± 
error estándar (SEM). Entre barras, valores con letras distintas son 
significativamente diferentes (P<0.05) 
Variables evaluadas en microalgas expuesta a diferentes concentraciones de 
efluente de una explotación petrolera 
Los resultados de crecimiento e inhibición algal en microalgas expuestas a 
diferentes concentraciones de efluente de una explotación petrolera son mostrados 
en la Tabla 3. El tratamiento donde se utilizó un 80% de agua del vertimiento afectó 
el crecimiento algal, con un porcentaje de inhibición del crecimiento del 41%. Las 
tasas de crecimiento diario se mantuvieron relativamente constantes entre los 
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demás tratamientos. Los mayores valores del porcentaje de inhibición se 
presentaron en los tratamientos del 40 al 80 % de agua del vertimiento 
Tabla 3.Tasa promedio de crecimiento diario TPCD; porcentaje de inhibición de tasa 
de crecimiento (%ITC); Biomasa total (BT); Porcentaje de inhibición de la biomasa 
(%ly) de Chlorella vulgaris expuesta a diferentes concentraciones de etluente. 
Tratamientos TPCD %ITC BT %ly 
10 0.17 19.0 0.35 1 14.0 
20 0.18 30.8 0.46 10.0 
40 0.10 21.8 0.20 51.5 
60 0.10 36.5 0.24 41.8 
80 0.13 40.7 0.23 44.2 
100 0.16 22.1 0.37 10.3 
Control 0.21 0.41 
A.V 0.22 -5.73 0.83 -100.1 
Los resultados de las concentración mínima efectiva en este ensayo fueron CE20 
26.95 % y la concentración máxima fue de CE30 67.6% 
Hidrocarburos, Fenoles, Aceites y Grasas 
Los análisis mostraron valores altos de Hidrocarburos, Fenoles, Aceites y Grasas en 
el sitio de vertimiento con valores de 0.762, 0.011 y 1.08 mg 1
-1 respectivamente 
como se muestra en la Tabla 4. Los parámetros de antes del vertimiento y después 
del vertimiento presentaron valores similares. 
Tabla 4. Resultados de la determinación de Hidrocarburos, Fenoles, Aceites y 
Grasas 
Punto de Muestreo Hidrocarburos 
(mg L-1) 
Fenoles (mg u) Aceites y Grasas (mg L-1) 
Antes del 
vertimiento 0,183 0,006 0,54 
Vertimiento 0,762 0,011 1.08 
Discusión 
Las pruebas de biotoxicidad son especialmente importantes para evaluar el potencial 
de impacto de un contaminante en los sistemas acuáticos, con el objetivo de 
prevenir posibles daños en la biota, estableciendo los niveles máximos tolerables de 
los tóxicos. El uso de algas como organismos indicadores es necesario para evaluar 
la toxicidad de una sustancia tóxica en los organismos fotosintéticos y en los 
ecosistemas y es un procedimiento bien documentado y estandarizado, siendo la 
evaluación del crecimiento microalgal la prueba más utilizada pues refleja el 
metabolismo de la célula (Organisation for Economic Cooperation and 
Development,1998). 
Los efectos tóxicos de los hidrocarburos del petróleo al fitoplancton son 
determinados generalmente comparando tasas de crecimiento y actividades 
fotosintéticas en cultivos del fitoplancton expuestos a dicho hidrocarburo (Cortez-
Mago et al., 2007). 
Los resultados de este estudio muestran una disminución en la tasa de crecimiento a 
medida que se aumentó la concentración del fenantreno con valores al final del 
ensayo de 0.38 y 0.17 para 1 y 10000 pg respectivamente. Los resultados en 
este trabajo son similares a los reportados por Qingxia et a/. (2010) los cuales 
evaluaron la toxicidad de naftaleno en la microalga marina C. vulgatis con 
concentraciones de 5, 10, 50 100 mg L-1, bajo diferentes nutrientes (diferentes 
concentraciones de N y P), cuyos resultados demostraron una relación negativa 
entre la tasa de crecimiento y la concentración del hidrocarburo. Así como en otras 
Después del 
Vertimiento 0,189 0,008 0,57 
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especies se ha reportado igualmente el efecto negativo de la tasa de crecimiento por 
hidrocarburos, especies como Prochlorococcus marina, Synechococcus sp., 
Micromonas pus//la, Chlorella sp., Phaeodactylum tricomutum y Thalassiosira 
expuestas a diferentes concentraciones de pireno y fenantreno (5,10,50, 100, 500 y 
1000 pg L-I), de igual manera mostraron disminución en la tasa de crecimiento a 
medida que aumentaba la concentración de los hidrocarburos siendo la P. marina y 
Synechococcus sp, las especies que mostraron una fuerte disminución para ambos 
tratamientos, mientras que Chlorella sp., M. pusilla y P. tricomutum expresaron una 
leve disminución en sus poblaciones (Echeveste et al., 2010). De igual manera, 
Pokora et aL, 2010 evaluaron el efecto del antraceno y el cadmio a una 
concentración de 0.25 y 17.07 mg L-1, respectivamente por un tiempo de exposición 
de 24 h en tres especies de Desmodesmus (D. microspina, D. subspicatus y D. 
obliquus), encontrando una disminución en la tasa de crecimiento en las tres 
especies a partir de la sexta hora. 
Esta disminución en la tasa de crecimiento junto con alteraciones en la tasa 
fotosintética se deben según Vila (2003) a que los hidrocarburos producen daños en 
la capa lipofílica de la membrana celular alterando su capacidad de controlar 
adecuadamente el transporte de iones dentro y fuera de la célula. 
En el presente estudio la clorofila a no se vio afectada por las diferentes 
concentraciones de fenantreno, a pesar que la concentración mayor tuvo una 
tendencia a la disminución. A diferencia del presente estudio, se ha reportado una 
disminución de la cantidad de clorofila a cuando son expuestas a hidrocarburos, 
tanto en microalgas eucarióticas Scenedesmus y Dunaliella tertiolecta (Tukaj 1987; 
Guerra-Martínez et aL, 2004), así como en cianobacterias tipo Limnothrix sp y 
Synechocystis minuscula (Briceño, 2004). Una de las posibles razones por la 
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ausencia de efectos en la concentración de clorofila a puede ser que el efecto tóxico 
al parecer interfiere más en la cadena transportadora de electrones que en la 
molécula de clorofila en sí (Morales-Loo et aL, 1990). 
Cualquier alteración producida en el medio por sustancias contaminantes, como es 
el caso de los efluentes de las explotaciones petroleras afectará la red trófica dada la 
importancia de las algas como productores primarios, poniendo en peligro la 
estabilidad de cualquier ecosistema acuático. Los resultados en este estudio 
muestran un crecimiento negativo en el cultivo cuando las células fueran expuestas 
a diferentes concentraciones del efluente procedente del vertimiento de la planta 
Chichimene con respecto al control. En este estudio los resultados del crecimiento 
celular fueron mayores a lo reportado por Aguilar-León et aL, (2010), donde 
evaluaron diferentes concentraciones del mismo vertimiento en la microalga 
Scenedesmus sp., de igual manera estos autores reportaron un efecto negativo en la 
tasa de crecimiento con diferentes concentraciones del efluente. En las microalgas 
Tetraselmis sp., Chaetoceros sp. y Dunaliella salina de igual manera se obtuvo un 
efecto negativo el cual influyó sobre el crecimiento y la concentración de clorofila a 
cuando fueron expuestas por 96 h a diferentes concentraciones de la fracción 
acuosa de petróleo(0, 10, 25 y 50 %), mostrando los mayores efectos a partir de la 
concentración de 25%, con una disminución significativa y proporcional al 
incremento de la concentración del contaminante generalmente a las 6 h. Estos 
resultados mostraron que Chaetoceros sp. posee mayor sensibilidad en la fase 
logarítmica inicial y Dunaliella salina en la fase estacionaria (Cortez—Mago et al 
2007). Gaur (1981) demostró que adicionar hidrocarburos a los medios de cultivos 
de Chlorella vulgaris y Selenastrum capricomutum causa una marcada reducción de 
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la tasa máxima de crecimiento de manera dependiente con la concentración del 
hidrocarburo lo cual coincide con los resultados encontrados en este estudio. 
El petróleo es clasificado como un compuesto agresivo y gran contaminante de los 
cuerpos de agua, causante de desastres en los ecosistemas, que actúa provocando 
severas modificaciones en algunos procesos bioquímicos y fisiológicos (Tukaj, 1987; 
Vardeleumen et aL, 1976). La penetración de los componentes tóxicos del petróleo a 
la célula, puede traer como consecuencia la inhibición del metabolismo, acumulación 
de tóxicos a nivel de la membrana celular, provocando la inhibición de los 
intercambios entre la célula y el medio exterior; así como modificaciones de las 
propiedades físicas del medio tales como la tensión superficial, el Ph, la 
temperatura, el potencial óxido reducción; la precipitación de elementos minerales 
(nitrógeno, fósforo, hormonas, oligo-elementos, vitaminas), entre otros 
indispensables para la vida de los microorganismos y del plancton en general por lo 
que podría existir un efecto de sinergia entre todos los componentes tóxicos del 
efluente que pueden causar el efecto negativo en la célula (Gómez-Luna et al., 
2004). 
El efecto negativo de las diferentes concentraciones del vertimiento en C. vulgaris 
reflejado en la disminución del contenido de clorofila a podría estar relacionado con 
efectos genotóxicos de las células. Deasi et aL, (2010) evaluaron la respuesta 
genotóxica, a exposición crónica en las diatomeas Chaetoceros tenuissimus y 
Skeletonema costatum de fracciones de hidrocarburos en el petróleo, como 
resultado el contenido de clorofila a disminuyó al aumentar las concentraciones del 
tóxico. Resultados que coinciden a los encontrados en el presente estudio y 
probablemente relacionados con la mayor presencia de HPA, fenoles y aceites en el 
agua colectada del sitio del vertimiento. 
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Los valores correspondientes a los análisis de hidrocarburos, fenoles, aceites y 
grasas están dentro de los rangos establecidos por las normas del vertimiento de 
aguas residuales de la refinería de petróleo establecidos por la World Bank Group 
(WBG). Donde los límites máximos según las normas de WBG son 10 a 50 mg/L 
para grasas y aceites, hidrocarburos 20 mg L
-1 
 y fenoles de 0.5 a 1 mg L-1; sin 
embargo, dentro de la categoría de hidrocarburos se encuentran diversos 
compuestos que pueden generar efectos deletéreos con concentraciones menores a 
20 mg L-1, como lo observado con el fenantreno. 
Los resultados de la presente investigación demuestran que el crecimiento de la 
microalga C. vulgaris se ve afectado negativamente ID& la exposición a 
concentraciones nominales del Hidrocarburo Policíclico Aromático Fenantreno 
mayores a 1 pg L-1, así como también a los efluentes generados durante el proceso 
de extracción de petróleo de la planta Chichimene. Esta información constituye el 
primer reporte de utilización de esta especie en Bioensayos de ecotoxicidad con 
H PA en Colombia. 
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3.2 Capitulo 3 
Alteraciones de las variables reproductivas de Moina sp alimentadas con 
microalgas expuestas a fenantreno 
Alterations in the reproductive variables of Moina sp fed with microalgae 
exposed to phenantrene 
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Resumen 
Se evaluó algunas variables reproductivas sobre Moina sp. alimentadas con la 
microalga Chlorella vulgaris expuestas al hidrocarburo policíclico aromático (HPA) 
fenantreno (1, 100 y 10.000 pg L-1). Para este fin, se utilizaron neonatos < 24 h de 
edad, los cuales fueron ubicados individualmente en cámaras multiceldas con un 
volumen de 10 mL, a los cuales se adicionó la microalga expuesta previamente al 
hidrocarburo como fuente de alimento. Se realizaron observaciones cada 12 h 
durante un periodo de 15 días, con el objetivo de determinar la presencia de huevos 
y/o embriones. Como variables de respuesta se determinó el periodo de incubación, 
tiempo de generación, fertilidad juvenil, fecundidad, frecuencia reproductiva, número 
de eventos reproductivos y sobrevivencia. Se observó una sobrevivencia de 50 y 
60% para el tratamiento donde se adicionó microalgas expuestas a 1 pg 
fenantreno/L y el solvente control, respectivamente. El tratamiento de 100 pg L
-1  fue 
el que presentó la menor fertilidad (72±7.5 h, P< 0.05). Los menores eventos 
reproductivos y la fecundidad se presentaron en los individuos alimentados con las 
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microalgas expuestas a las 3 concentraciones de fenantreno (P < 0.05). Los 
resultados demuestran un efecto negativo sobre las variables reproductivas del 
cladócero Moina sp. alimentado con microalgas expuestas al HPA fenantreno, lo que 
cual permite inferir que la especie posee potencial para ensayos ecotoxicológicos en 
la región de la Orinoquía Colombiana. 
Palabras Claves: Moina sp., fenantreno, variables reproductivas, Chlorella vulgaris 
Abstract 
The reproductive variables of Moina sp. were evaluated after feeding the cladoceras 
with the microalga Chlorella vulgaris exposed previously to polycyclic aromatic 
hydrocarbon (PAH) phenanthrene (1, 100 and 10,000 pg L
-1). For this purpose, 
newborns less than 24 h old were placed individually in chambers multicell with a 
volume of 10 mL, and subsequently microalgae previously exposed to hydrocarbon 
was added as a food source. Observations were made every 12 h over a period of 15 
days, with the aim to determine the presence of eggs and/or embryos. The 
incubation period, generation time, youth fertility, fecundity, reproductive frequency, 
number of reproductive events and survival were evaluated as a response variables 
was determined. A survival of 50 and 60% in the treatment with Moina sp. fed with 
microalgae exposed to 1 pg L-1 
 phenanthrene and the solvent control, respectively, 
were observed. The treatment of 100 pg L-1 
 showed the lowest fertility (72 ± 7.5 h, P 
<0.05). The lowest fertility and reproductive events occurred in individuals fed with 
microalgae exposed to 3 concentrations of phenanthrene (P < 0.05). The results 
show a negative effect on the reproductive variables of the cladoceran Moina sp. fed 
with microalgae exposed to PAHs phenanthrene, which can be inferred that this 
species has potential for ecotoxicological testing in the Orinoquia region of Colombia. 
Key words: Moina sp, phenantrene, reproductive variables, Chlorella vulgaris 
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Introducción 
Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) son moléculas formadas por más de 
dos anillos de benceno unidos entre sí (Kennish 1992 Walker et at, 2001). Las 
principales fuentes de HPA son de tipo antropogénico como efluentes industriales, 
derrame de petróleo, refinerías y combustibles fósiles (Albers, 1995; Walker et aL, 
2001). Los HPA constituyen la mayor parte de los componentes del petróleo los 
cuales son tóxicos para la biota marina, estuarina y de agua dulce con efectos 
genotóxicos, cancerígenos y reproductivos, de igual manera tienden a 
bioacumularse en los microorganismos (Comer et al., 1976, Kennish, 1992; Albers, 
1995; Manahan 2001; Pane et al., 2005). El fenantreno es un hidrocarburo aromático 
tricíclico, ampliamente distribuido en el ambiente como resultado de procesos 
pirólicos (Blumer, 1976). No obstante que éste no es mutagénico ni carcinogénico, 
se ha visto que es tóxico para los organismos acuáticos (Black et al., 1983; Kush, 
1981; Savino & Tanabe, 1989); como se trata de un hidrocarburo aromático 
pequeño, éste se emplea frecuentemente como un sustrato modelo para desarrollar 
estudios sobre el metabolismo de hidrocarburos aromáticos policíclicos 
carcinogénicos (Narro et aL, 1992; Pelkonen & Nebert, 1982). 
Debido a toda la problemática implícita que tienen estos compuestos, es necesario 
la utilización de bioensayos que permitan obtener información sobre la toxicidad de 
estos compuestos cuando liberados al medio ambiente y que permitan determinar su 
peligrosidad para la fauna. Estos bioensayos de toxicidad permiten determinar las 
concentraciones que generan alteraciones letales en los organismos (Villarroel, 
2004). Dentro de los organismos planctónicos comúnmente utilizados en los 
bioensayos de toxicidad se encuentran los cladóceros o pulgas de agua, pequeños 
crustáceos que constituyen la mitad de la Clase Branchiopoda y por tanto poseen 
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una amplia distribución, importancia ecológica, sensibilidad a ambientes intervenidos 
y fácil mantenimiento en el laboratorio (Mac-Quhae et al., 2007). Entre las especies 
que han sido ampliamente utilizados en estudios de ecotoxicología de agua dulce se 
encuentran D. magna, Daphnia pu/ex y Ceriodaphnia dubia las cuales han sido 
recomendadas por las principales organizaciones internacionales (US Environmental 
Protection Agency USEPA, 1994; American Society for Testing and Materials — 
ASTM, 1992). Entre los estudios con estas especies se encuentran los de Oliveira-
Filho et al. (2008) y French-McCay (2002), demostrando los riesgos ambientales 
potenciales de los derivados de hidrocarburos y la eficiencia de usar invertebrados 
como bioindicadores de toxicidad. Irenaka et aL, (2005) evaluaron el metabolismo 
del pireno en D. Magna, demostrando que Daphnia puede metabolizar este HPA y 
biotrasformarlo en metabolitos solubles. Sin embargo, a pesar de las ventajas de 
estos microorganismos, han habido cuestionamientos sobre el uso de los mismos ya 
que no siempre reflejan las condiciones locales de un sitio específico (Harmon et a/., 
2003). Rodgher et aL, (2009) proponen que en los ensayos de ecotoxicidad es 
conveniente utilizar organismos autóctonos de cada región. En este sentido Moina 
sp. una especie que se encuentra en la región de la Orinoquia Colombiana presenta 
una serie de características que la hacen idónea para estudios de toxicidad como lo 
son su distribución cosmopolita, talla relativamente grande, fácil cultivo en 
laboratorio, alta fecundidad y ciclo de vida corto (Esclapés 1999). Por lo anterior, el 
objetivo del presente estudio fue determinar el efecto bioacumulador de Chlorella 
vulgaris previamente expuesta a fenantreno sobre las variables reproductivas de 
Moina sp. 
Materiales y métodos 
Localización y descripción del área de estudio 
La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Alimento Vivo del Instituto de 
Acuicultura de la Universidad de los Llanos, localizado a 4 km de la ciudad de 
Villavicencio. El clima se caracteriza por una altura promedio de 418 m.s.n.m, 
temperatura de 25 °C, precipitación pluvial anual de 4050 mm y humedad relativa del 
75%. 
Organismos experimentales (Moina sp.) 
Para este estudio se utilizó plancton de agua dulce. Inicialmente, se utilizó la 
microalga Chlorella vulgaris, la cual fue expuesta al hidrocarburo fenantreno y 
posteriormente los ensayos de toxicidad fueron realizados con zooplancton del 
grupo de cladóceros (Moina sp.) alimentados con la microalga previamente 
expuesta. Ambas cepas de plancton fueron obtenidas del Laboratorio de Alimento 
Vivo de la Universidad de los Llanos y fueron mantenidas en sistemas de 
monocultivo. 
Cálculo de la concentración óptima de microalga 
Con el fin de determinar la concentración óptima de la microalga (C. vulgaris) a 
utilizar en el ensayo de toxicidad crónico, se realizó una fase preliminar que consistió 
en evaluar la mejor concentración de C. vulgaris como fuente de alimento para 
Moina sp., con el fin de garantizar que la concentración de la alga presente en el 
medio era la más adecuada para llevar a cabo el ensayo. Por un periodo de 15 días, 
neonatos de Moina sp. con una edad inferior a 24h, fueron ubicados individualmente 
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en cámaras multiceldas (Improved, Bright-Line, Alemania) con capacidad de 10 MI 
de agua y alimentados con dos concentraciones de microalgas 3 o 4 x 104 cel M1-1  
con 5 replicas para cada una. Diariamente se retiraron las progenies para llevar el 
registro de la fecundidad y sobrevivencia de la madre. La concentración de 3 x 104 
cel m1-1 
 presentó los mejores resultados con relación a la sobrevivencia y 
fecundidad. 
Algas expuestas al Hidrocarburo Fenantreno 
Los ensayos se llevaron a cabo en recipientes de vidrio de 0,4 L previamente 
esterilizados en autoclave ("Tuttnauer0" 2540 MK, país) durante 45 mm n a una 
temperatura de 121 °C. El medio de cultivo usado fue un fertilizante inorgánico de 
complejo NPK (REMITAL® m — 17-6-18) a razón de 1 g L-1. Las microalgas se 
mantuvieron bajo condiciones controladas de laboratorio, 24 horas luz, temperatura 
de 18 ± 1 °C y aireación constante y el tiempo de cultivo se mantuvo hasta que 
alcanzaron la fase exponencial aproximadamente de 8 días. Las microalgas de C. 
vulgaris fueron expuestas a 3 concentraciones nominales del hidrocarburo policíclico 
aromático Fenantreno (98%, Sigma Aldrich, Alemania) así: 1, 100, 10.000 pg L
-1, 
incluyendo un tratamiento control no expuesto a fenantreno y con la misma 
proporción de acetona usada para los tratamientos de fenantreno. 
Para disolver el fenantreno se tuvo en cuenta las características lipofílicas de este 
hidrocarburo, y por tanto se realizó un ensayo previo evaluando el uso de dos 
solventes: Dimetil Sulfóxido (DMSO v/v Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y 
Acetona (Merck, Alemania). Para este fin se utilizaron concentraciones de 
solubilidad para ambos solventes de 0,05% a 1%, durante un periodo de 24 h, 
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obteniéndose el mejor resultado de solubilidad con Acetona al 0,05% y así minimizar 
los posibles efectos tóxicos del solvente. 
Alimentación de Moina sp. con microalgas expuestas a Fenantreno 
Para evaluar el efecto bioacumulador de C. vulgaris expuesta a fenantreno se 
utilizaron neonatos de Moina sp. con una edad menor a 24 h, los cuales fueron 
separados individualmente en cámaras multiceldas (Improved, Bright-Line, 
Alemania) con capacidad de 10 MI de agua. Una vez dispuestos los neonatos en las 
cámaras multiceldas se procedió a alimentarlos una vez al día con 3x104 cel m1-1  de 
la microalga previamente expuesta a fenantreno. Se realizaron observaciones cada 
12 h durante un periodo de 15 días, utilizando un estereomicroscopio (Nikon SMZ80, 
Japón) para determinar la presencia de huevos y(o) embriones y posteriormente 
retirar las crías. Con el fin de garantizar replicabilidad, se realizaron dos ensayos 
espaciados por 20 días y cada tratamiento consistió en 10 réplicas, siendo el 
individuo la réplica (n = 20). 
Variables evaluadas en Moina sp. 
Con el fin de determinar la posible bioacumulación de fenantreno por parte de C. 
vulgaris, como variables de respuesta se evaluaron los aspectos reproductivos en 
Moina sp. teniendo en cuenta los criterios reportados por Prieto (2006): 
Periodo de Incubación. Tiempo desde la formación del huevo hasta su eclosión. 
Tiempo de Generación. Tiempo que transcurre entre el desarrollo del huevo 
pasando por el desarrollo post-embrionario hasta la puesta del primer huevo o 
neonato. 
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Fertilidad Juvenil. Tiempo que transcurre desde el momento de la eclosión hasta 
que se desarrolle su primer huevo. Este periodo de tiempo se describe a la vez 
como la primera reproducción. 
Fecundidad. Número de huevos por hembra y(o) número de neonatos por hembra, 
durante los 15 días de ensayo. 
Frecuencia Reproductiva. Tiempo que transcurre entre un evento reproductivo y el 
siguiente tomando como referencia la eclosión del huevo llevado por la madre. 
Número de eventos reproductivos. Número total de reproducciones realizados por 
la hembra. 
Análisis Estadístico 
Los datos como fertilidad juvenil, fecundidad y número de eventos reproductivos 
fueron descritos como media ± error estándar de la media. Debido a que el periodo 
de incubación no presentó una distribución normal y no se observaron diferencias 
significativas en la estadística no paramétrica, se calcularon las frecuencias de 
distribución para esta variable. Posteriormente, para analizar los efectos de los 
tratamientos sobre las variables evaluadas se realizó un análisis de varianza de una 
vía (ANOVA), verificando previamente los supuestos de normalidad (prueba de 
Kolmogorov-Simirnov) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Se utilizó 
como prueba a posteriori la prueba de Dunnett para comparar las medias del control 
con cada uno de los diferentes tratamientos. 
Los datos de sobrevivencia fueron analizados calculando la probabilidad de 
sobrevivencia final y los ith intervalos así: 
N. — D• 
S = " j = 1 Ni 
ALT 
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S = probabilidad de sobrevivencia en cada tiempo. 
Ni = número de organismos vivos en el tiempo ti, 
Di = número de organismos muertos en el tiempo ti 
Al obtener los valores de probabilidad, se realizaron las curvas Kaplan-Meier, para 
cada tratamiento. Para establecer diferencias significativas en las curvas de 
sobrevivencia, se comparó el control con cada uno de los tratamientos usando el test 
no paramétrico log-rank (Jiang, 2007) usando la siguiente fórmula: 
LR ==1(0i — E1)]  2  
Var(Oi 
 — Ei) 
El resultado estadístico es comparado con la distribución de )(2 (g -1), grado de 
libertad (Jiang, 2007). 
El criterio de significancia fue P<0,05. Los análisis estadísticos fueron realizados 
usando el programa R 2.12.0 (2010). 
Resultados 
Sobrevivencia en Moina sp 
En la figura 1 podemos observar la sobrevivencia de Moina sp. alimentada con 
Chlorella vulgaris expuesta a diferentes concentraciones de fenantreno. En el caso 
del control, las mayores mortalidades se registraron entre los 240 y 300 h. Al final del 
ensayo, los tratamientos que presentaron mayor sobrevivencia fueron el control 
(60%) seguido del tratamiento de 1 pg fenantreno/L (50%). Por su parte, las 
concentraciones 100 y 10000 pg fenantreno/L registraron las sobrevivencias más 
bajas, menores al 25%, la mortalidad en estos tratamientos se presentó cerca de las 
60 h después de iniciado el ensayo. 
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Figura 1. Comparación de las curvas Kaplan-Meier de sobrevivencia en Moina sp. 
alimentada con Chlorella vulgaris expuesta previamente a 1, 100 y 10000 pg L-1  
fenantreno y solvente control. 
Fertilidad juvenil en Moina sp 
La figura 2 muestra que Moina sp. alimentada con C. vulgaris expuesta a 100 pg L-1  
presentó la menor la fertilidad (72± 7.5 h) comparado con el control (P<0.05). Los 
demás tratamientos no presentaron diferencias cuando comparado con el control 
(P>0.05). 
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Figura 2. Fertilidad juvenil (h) de Moina sp. alimentada con Chlorella vulgaris 
expuesta previamente a 1, 100 y 10000 pg L-1 
 fenantreno y solvente control. Datos 
expresados como promedio ± SEM. a'b Barras con letras diferentes son 
estadísticamente diferente cuando comparado con el control (test de Dunnett, 
P<0,05). 
Número de eventos reproductivos en Moina sp. 
La figura 3 muestra el número de eventos reproductivos de la Moina sp alimentada 
con C. vulgaris expuesta previamente a fenantreno. Los resultados muestran que los 
menores eventos reproductivos se presentaron en los individuos alimentados con las 
microalgas expuestas a las 3 concentraciones de fenantreno, siendo 
estadítticamente significativo con respecto al control (f= 2,96; P<0,05, ANOVA y test 
de Dunnett). 
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Figura 3. Número de eventos reproductivos de Moina sp. alimentada con C. vulgaris 
1 - expuesta previamente a 1, 100 y 10000 pg L fenantreno y solvente control. Datos 
expresados como promedio ± SEM. " Barras con letras diferentes son 
estadísticamente diferente cuando comparado con el control (test de Dunnett, 
P<0,05) 
Fecundidad en Moina sp. 
Al igual que el número de eventos reproductivos, se presentaron diferencias 
significativas en la variable fecundidad, en aquellos individuos alimentados con C. 
vulgaris expuesta previamente al hidrocarburo fenantreno cuando comparado con el 
control (P<0.05). Se observó que los valores promedio de la fecundidad decrecen 
significativamente a medida que se incrementa el efecto del fenantreno con valores 
de 5.8, 5.4 y 2.6 h en los tratamientos 1, 100, y 10000 pg 1
-1, respectivamente, como 
se muestra en la figura 4. 
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Figura 4. Fecundidad de Moina sp alimentada con C. vulgaris expuesta previamente 
a 1, 100 y 10000 pg L-1 
 fenantreno y solvente control. Datos expresados como 
promedio ± SEM. a'b 
 Barras con letras diferentes son estadísticamente diferentes 
cuando comparado con el control (test de Dunnett, P<0,05). 
Frecuencia reproductiva en Moina sp 
La figura 5 muestra que la frecuencia reproductiva de Moina sp. alimentada con la 
microalga expuesta a 1 pg 1-1 
 presentó un mayor tiempo (51±11 h) comparado con 
el control (P<0.05). Los demás tratamientos no presentaron diferencias con respecto 
al control (P>0.05). 
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Figura 5. Frecuencia reproductiva (h) de Moina sp. alimentada con C. vulgaris 
expuesta previamente a 1, 100 y 10000 pg L-1 
 fenantreno y solvente control. Datos 
expresados como promedio ± SEM. 339 Barras con letras diferentes son 
estadísticamente diferente cuando comparado con el control (test de Dunnett, 
P<0,05). 
Periodo de Incubación en Moína sp 
En la figura 6 se observa la distribución de frecuencias de los tiempos del periodo de 
incubación. Para el control las mayores frecuencias se observaron entre las 24 y 36 
h (n = 12), para los tratamientos 1 pg L
-1 
 (n =14), 100 pg/L (n = 13) y 10000 pg L-1  (n 
=13), las más altas frecuencias se observaron a las 24 h, aunque una tendencia 
hacia las 36 h también fue observada. 
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Figura 6. Distribución de frecuencia de los tiempos de incubación (h) de Moine sp. 
alimentada con C. vulgaris expuesta previamente a fenantreno (a) solvente control 
n=30; (b) 1 pg L1 
 fenantreno n=28; (c) 100 pg L1 
 fenantreno (n=29) y (d) 10000 pg 
L1 
 n=15. 
Discusión 
Los compuestos de Hidrocarburos policíclicos aromáticos existentes en el medio 
afectan la reproducción, fisiología, la bioquímica, comportamiento, crecimiento y la 
sobrevivencia de los organismos zooplanctónicos (Wright et al., 2002, Wang et aL, 
2001, Wang et aL, 2006). 
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En este estudio la sobrevivencia de Moina sp. se afectó por el consumo de algas 
alimentadas con altas concentraciones de fenantreno llegando a valores de 30 y 20 
% en las dos concentraciones más altas (100 y 10000 pg L
-1 
 respectivamente). 
Resultados similares fueron reportados por Bellas et aL, (2007) donde evaluaron los 
efectos letales y subletales del fenantreno, pireno y fluoranteno en la sobrevivencia 
de hembras de copépodo Acartia tonsa, demostrando que estos tres hidrocarburos 
tienen un efecto negativo en la sobrevivencia. De igual manera, Rodgher et al. 
(2009) reportaron una reducción en la sobrevivencia de C. silvestri del 60% a los 8 
días cuando se les suministro Pseudokirchneriella subcapitata expuesta a 68 fg de 
cobre. A diferencia, Villarroel-Utrillas (2004) reportaron que la sobrevivencia de 
Daphnia magna no se afectó con concentraciones hasta 0.44 mg 1
-1 
 del acaricida 
Tetradifón en el medio por un periodo de 21 días. Daniels y Allan (1981) e Ingersoll y 
Winner (1982) han sugerido que la sobrevivencia en los test de toxicidad crónica es 
el mejor índice de toxicidad, ya que es más sensible y menos variable que los 
parámetros reproductivos lo cual coincide con lo reportado en este estudio. 
El tiempo que transcurre desde el inicio del ensayo hasta que se da la primera 
reproducción de los organismos o periodo de fertilidad juvenil de la Moina sp. se  
incrementó cuando fueron alimentadas con microalgas expuestas a la menor 
concentración de fenantreno (1 pg L
-1), prolongándolo a 136.5 h comparándolo con 
los demás tratamientos Estos resultados difieren a los reportados en Daphnia 
magna expuesta a otro tipo de contaminantes en los que se han observado que 
concentraciones superiores a 0.20 mg L
-1 
 del insecticida endosulfan incrementan el 
número de días hasta la primera puesta (Fernández-Casalderrey et aL, 1995). De 
igual manera, Ferrando et aL, (1996) encontraron que concentraciones del 
plaguicida organofosforado Fenitrotion superiores a 0.011 pg L
-1 
 produjeron un 
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aumento en el tiempo transcurrido hasta la primera reproducción en el cladócero D. 
magna. El periodo prolongado en la primera reproducción en este estudio se debe 
quizás a que los HPA se pueden acumular en el cuerpo de los organismos 
zooplanctónicos utilizando rutas de acceso como el alimento alterando el normal 
desarrollo reproductivo (Jensen et aL, 2008; Calbet et al., 2007; Barata et al., 2002). 
Transcurridos los 15 días del ensayo los resultados muestran que la concentración 
de 10000 pg u redujo significativamente la fecundidad (2.6 neonatos/hembra) 
comparada con el solvente control el cual fue de 12 neonatos/hembra. Estos 
resultados confirman lo reportado por Rodgher et al. (2009) donde se observó una 
disminución significativa en C. silvestri cuando fueron alimentadas con microalgas 
expuestas a cobre encontrando que a una mayor concentración la fecundidad 
disminuye. De igual manera, Villarroel-Utrillas (2004) reportan para D. magna una 
disminución significativa en el número de neonatos cuando fueron expuestas a 
Tetradifón y al herbicida Propanil. Por otra parte, Jensen et aL, (2008) investigaron 
los efectos del pireno en la reproducción de dos especies de copépodos Calanus 
finmarchicus y Calanus glacialis, cuyos resultados revelaron una reducción 
significativa en la producción de huevos para ambas especies cuando fueron 
expuestas a la mayor concentración del hidrocarburo (100 Nm). Estos autores 
atribuyen la reducción de producción de huevos a la ingestión del pireno a través del 
alimento y por difusión pasiva a través de la membrana, lo cual coincide con lo 
encontrado en este estudio donde se presentó una reducción en la fecundidad en el 
tratamiento donde se adicionó microalgas que fueron expuestas a la mayor 
concentración el hidrocarburo. 
Estudios científicos acerca de la evaluación del efecto de microalgas expuestas a 
hidrocarburos o a otro tóxico y su impacto sobre las variables reproductivas en 
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cladóceros es escasa, ya que la literatura reporta ensayos a exposiciones agudas 
utilizando especies de zonas templadas y no tropicales. De igual manera, se reporta 
para el caso de copépodos y rotíferos escasos estudios sobre los efectos de los 
HPA sobre los parámetros reproductivos (Bellas et al., 2007). Por lo tanto, es 
evidente la necesidad de realizar estudios sobre estas variables con especies 
autóctonas, debido a que las condiciones bioecológicas cambian y la selección de 
organismos para los ensayos deberán basarse en la prevalencia de estos en los 
ecosistemas de las áreas de interés, con el fin de extrapolar de manera segura los 
resultados obtenidos en el laboratorio. Esto permite inferir que se recomienda 
minimizar el uso de especies foráneas cuando se pretenda evaluar el impacto en 
ecosistemas naturales como el de la Orinoquía o Amazonia (Rodgher et aL, 2009). 
El estudio preliminar utilizando las dos concentraciones de microalgas como fuente 
de alimento a Moina sp., permitió asegurar que la concentración de alga presente en 
el medio fuese la más adecuada para llevar a cabo el ensayo. Este tipo de ensayos 
preliminares son importantes ya que si existe un exceso de alga en el medio, esta 
puede adherirse a los apéndices filtradores de los organismos impidiéndoles la 
correcta filtración e ingestión del alimento; por otra parte, si el alimento es escaso el 
déficit nutricional los debilita y por tanto afectaría la respuesta de los organismos en 
los bioensayos (Villarroel-Utrillas, 2004). 
Los resultados de este estudio, demuestran que en el cladócero Moina sp. 
alimentado con microalgas expuestas al HPA fenantreno por un periodo de 15 días 
un efecto negativo fue observado en algunas variables reproductivas, reflejando su 
sensibilidad al tóxico. Así mismo, cabe resaltar que los efectos en la reproducción de 
Moine sp. pueden repercutir en los eslabones superiores de la cadena alimenticia y 
alterar la homeostasis de los ecosistemas. 
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4. Conclusiones generales 
1 El hidrocarburo policíclico aromático fenantreno inhibió de manera 
proporcional a su concentración el crecimiento de la microalga C. vulgaris, 
mientras que la concentración de clorofila a no se afectó por las diferentes 
concentraciones. 
Los resultados del presente trabajo muestran que los efluentes generados 
durante el proceso de extracción de petróleo de la planta Chichimene poseen 
efecto negativo sobre el crecimiento y contenido de clorofila en la microalga 
C. vulgaris. 
Las variables reproductivas evaluadas en Moina sp fueron afectadas 
negativamente cuando se alimentaron con microalgas expuestas a 
fenantreno. 
De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio se puede inferir 
que los procesos de extracción de petróleo pueden ocasionar efectos 
deletéreos sobre la estructura del ecosistema del rio Acacias, con claras 
evidencias en el primer eslabón de la cadena. 
Finalmente, este estudio demuestra la importancia y ventajas de usar 
especies de microalgas e invertebrados nativos como bioindicadores de 
toxicidad y su potencial para programas de biomonitoreos ambiental. 
so 
5 Recomendaciones 
Teniendo en cuenta el potencial del uso de microorganismos en los bioensayos de 
toxicidad y los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda profundizar en 
los siguientes aspectos: 
Realizar ensayos de ecotoxicidad con otras especies nativas. 
Evaluar el comportamiento de C. vulgaris con otros hidrocarburos, dada su 
efectividad como especie bioindicadora de toxicidad. 
Evaluar el comportamiento de Moina sp con otros hidrocarburos y efluentes 
industriales dada su efectividad como bioindicadora de toxicidad. 
Realizar estudios con microscopia electrónica para detectar cambios en la 
microestructura de fitoplancton y zooplancton nativo. 
Evaluar el impacto ambiental de procesos industriales y agroindustriales 
usando microorganismos nativos como indicadores de toxicidad. 
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